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摘 要4【目的】探讨神经托平 & :@8A6=A6B2: ,对 +$CDE’诱导的 FE & FBA1G8@$E1H3@I ,大鼠黑质多巴胺能神经

元极早期凋亡的拮抗作用。【方法】实验组 FE大鼠- 按完全随机设计分 * 组，每组 %+ 只，分别用神经托平 %(、

*"、#( J·KG L %·5 L %腹腔内注射，对照组（*!只）用等体积的生理盐水腹腔内注射。! 周后用 +$CDE’立体定向

注射于大鼠纹状体区。在 + <、%! <、!# <、#M <、>! <、)+ <、% 周及 !周时采用原位末端标记法（NJO/P）检测黑质细

胞的凋亡，用流式细胞仪检测凋亡率，用免疫组化法检测纹状体区多巴胺能神经纤维的含量的变化。 【结果】

对照组在 +$CDE’作用后的 + <即可检测到黑质细胞凋亡，在 #M <达到高峰，凋亡率 +. #Q R ". !Q；神经托平

*" 、#( J·KG L %·5 L % 预处理后则可降低细胞凋亡 2 ! S ". "( , - 其中 #( J·KG L %·5 L %预处理组在 #M <仅为

!. *Q R ". %Q，与实验组比有统计学意义，同时纹状体区多巴胺能神经纤维含量的减少较对照组亦有统计学意

义 & ! S ". "( ,；而 %( J·KG L %·5 L %组则无明显效果。 【结论】大剂量神经托平可拮抗神经毒性物质对黑质神

经元的凋亡作用，避免了投射至纹状体区多巴胺能神经递质的减少，为今后探讨帕金森病的防治提供了重要的

理论依据。
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帕金森病的病理学标志是黑质多巴胺能神经

元死亡，但多数研究往往开始于神经毒性物质如 "U
羟多巴胺 （"U0@/(%K@/%,.G4&1- "UYZ[\）等对帕金
森病动物模型的行为和形态学方面已经造成明显

改变后，而其时间往往开始于 <周以后，此时多巴
胺能神经元丧失已经达 ";9 ] >;9，故仍难以明
确凋亡是否在黑质神经元死亡中占主要的地位。研

究证明，神经解剖学和生化学方面的改变往往集中

发生在早期接触毒物的短时间内。如果能在极早期

给与保护性的药物干预，将有可能阻止或减少其凋

亡的发生。已证实多种神经营养因子对中脑多巴胺

神经元有营养保护作用，可部分减轻大鼠模型多巴

胺神经元损害。近来发现神经托平 6 &1+(%’(%,4& =可
促进因应激反应或感染等受到损害的神经细胞修

复。我们既往的研究证实黑质细胞凋亡是早期帕金

森病动物模型黑质细胞死亡的主要方式之一，是纹

状体区酪氨酸羟化酶减少的主要原因 P # X。<;;<年 >
月至 <;;B年 ^月我们进一步探讨不同剂量的神经
托平对帕金森病大鼠极早期内黑质细胞凋亡的保

护作用，为今后探讨该病的防治提供了重要的理论

依据。

# 材料和方法

#7 # 试剂和仪器
雄性 R,(.*+1 U[.?)1@ 6 R[= 大鼠，质量 #^; ]

<#; *（中山大学动物实验中心）， "U 羟多巴胺
（"U0@/(%K@/%,.G4&1- "UYZ[\）、神经托平 6日本脏
器公司 =，原位凋亡检测试剂盒 &1+(%_\IR‘‘ 6ab[
公司 =，JR\H试剂盒 （[\cY公司），流式细胞仪
（d\IRI.)4A+(- HeI_YS公司）。

#7 < 动物预处理
>; 只 R[ 大鼠按完全随机设计分为实验组 8>

只，对照组 B<只。实验组随机分为 \#、\<、\B组，
每组 #"只，分别予以腹腔内注射神经托平 #!、B;、
8! C·D* E #·/ E #，对照组则腹腔内注射等体积的生

理盐水，持续 <周。
#7 B 大鼠帕金森病动物模型的制作
每组大鼠用体积分数 #;9水合氯醛 6 ;7 B ]

;7 B! GJ f #;; * = 腹腔内麻醉。行单侧纹状体两点
注射 （坐标 #：前囟嘴侧 #7 " GG、正中线左侧 <7 !
GG、大脑表面腹侧 87 ! GG；坐标 <：前囟尾侧 #7 "
GG、正中线左侧 87 ! GG、大脑表面腹侧 87 ! GG），
实验组每点注射 "UYZ[\ B !J，"UYZ[\溶液以除
菌的双蒸去离子水（含 ;7 < G* f GJ的抗坏血酸）配
制，其终浓度为 ! G* f GJ。于 " 0、#< 0、<8 0、8> 0、
g< 0、̂" 0、#周及 <周时进行下列实验。
#7 8 原位末端标记法（*+,-.法）检测凋亡
在上述时间点各组大鼠取 #只，用升主动脉体

积分数 89福尔马林灌注法固定脑组织后，立即取
黑质组织，作 ! !G厚的切片，&1+(% ,%(1（神经孔）
室温处理后加入蛋白酶 c（# h <;;稀释）Bg i孵育
B; G4&，去 [S\酶水漂洗，阳性对照组用 _\IRU核
酸酶 6 _\IRU&+$)1.31 = 孵育 B; G4&，室温下终止 !
G4&。末端脱氧核酸转移酶标记缓冲液 （# h #; 稀
释）室温下 ! G4&，末端脱氧核酸转移酶终止缓冲
液（# h #;稀释）室温下 ! G4&，磷酸盐缓冲液（# h #;
稀释）室温下漂洗，链霉亲和素 U辣根过氧化物酶
（3’(1,’.(4/4&UZaL）室温下 ! G4&，二氨基联苯胺
（[\H）显色，蒸馏水漂洗，复染，脱色，封片，光镜下
观察黑质区细胞凋亡情况。

#7 ! 流式细胞仪检测
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图 ! "#$%&法检测黑质细胞凋亡

’()* ! "+, -./.0/1(1 /2 13410-50(- 6,771 7-4,7,8 49 "#$%&
:,0+/8 $ % &#’ (
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图 ; 流式细胞仪检测细胞调亡率

’()* ; "+, -./.0/0(6 <-0, /2 13410-50(- 6,771 8,0,60,8 49
27/= 690/:,0<9

在上述时间点断颈法处死各组大鼠 ?只，取同
侧中脑黑质组织，机械法制成细胞悬液，体积分数

D’E乙醇于 F G固定 &’ >15，HIJ漂洗，&’’目尼龙
网过滤，? ’’’ 转 K >15 离心 ! >15，沉淀物中加
LM,0+ #’ !N（’C ! >A K !N）和 HIJ ?O’ !N，&D G消
化 #’ >15，取 ? % ?’" >N细胞，加入 PMQ特异性染
料碘化丙啶（-8.-1=13> 1.=1=+，HR）后，用流式细胞仪
检测细胞凋亡率。

?C " 纹状体区 )S免疫组化检测
取各组帕金森病模型鼠的纹状体区组织，作 !

!> 厚 的 切 片 ， 行 酪 氨 酸 羟 化 酶 （/<8.015+
*<=8.T<7,0+，)S）免疫组化染色（QI@法）及 SU染
色，光镜下观察。阳性染色呈棕色，采用图像分析仪

测量纹状体区 )S 染色的平均灰度和平均吸光密
度，计算阳性单位值（-.01/1V+ 351/: HW）进行定量分
析。

?C D 统计学处理
数据分析采用 JHJJOC ’ 统计软件进行单因素

四水平方差分析。

# 结 果

#C ? "#$%&法检测黑质细胞凋亡
"XYSPQ 纹状体区注射后可经轴突逆行运输

至黑质，造成黑质神经元的毁损，从而形成早期帕

金森病模型。对照组在光镜下观察黑质致密部，可

见凋亡的黑质细胞呈棕黄色，细胞核圆形、皱缩，较

周围正常细胞胞核明显缩小，见图 ?。
#C # 流式细胞仪检测
检测大鼠黑质细胞 PMQ含量，测得不同时间

点 PMQ含量低于二倍体的细胞（即凋亡细胞）所占
的百分比（图 #）。

" *、?# *、#F *、FO *、D# *、Z" *、?周及 #周时
实验组与对照组黑质细胞的凋亡的百分比结果见

表 ?。对照组的凋亡在 FO *最高，为 "C FE [ ’C #E，
在 ?周时为 #C DE [ ’C #E，实验 Q?组与对照组之
间差异无统计学意义，而 Q#、Q&组较对照组明显
减低，与对照组差异有统计学意义（! B ’C ’!），其
中尤以 Q&组减低最为明显；在两周时各组之间无
明显差异（! \ ’C ’!），见表 ?。
#C & 纹状体 ">免疫组化检测
在 " *、?# *、#F *、FO *、D# *、Z" *、?周及 #周

时大鼠纹状体区呈 )S 染色阳性纤维的平均灰度
和平均光密度值，对照组较实验 Q#、Q&组明显减
少（! B ’C ’!），而 Q?组与对照组间差异无统计学

表 ? "X羟多巴胺诱导下大鼠黑质细胞的凋亡率

),47+ ? )*+ ,-.-/./16 8,/+ .2 =.-,>15+8A16 6+770 15 0340/,5/1, 51A8, .2 /*+ 8,/0 15=36+= 4< "X*<=8.T<=.-,>15+ E

]8.3- "
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意义（! $ %& %!）。

# 讨 论

多个体外实验均证明，某些神经毒性物质如

"’()*+、,’ 甲基 ’-’ 苯基 ’,. /. #. " 四氢吡啶
012324 等可以在体外诱导儿茶酚胺能神经元
25,/细胞的调亡 6 /. # 7，我们既往的研究证实 6 , 7，在

纹状体区给予选择性的单胺能神经毒性物质

"’()*+后 " 8内即可检测到黑质神经元凋亡，且
随着时间的推移，凋亡细胞数目逐渐增多，在 -9 8
左右黑质神经元凋亡数目达到最高峰，其后，细胞

凋亡的数目又逐渐下降，在两周时则恢复正常。纹

状体区 3)免疫组化表明，随着黑质神经元凋亡，
纹状体区 3)含量逐渐减少，说明了细胞凋亡在帕
金森病发病早期的重要作用，是导致投射至纹状体

区多巴胺能神经递质减少的主要原因之一。

现已证实多种神经营养因子. 如胶质细胞源性
神经营养因子、脑源性神经营养因子等对中脑多巴

胺神经元有营养保护作用，可部分减轻大鼠模型多

巴胺神经元损害 6 -，! 7。神经托平 0 :;<=>?=>@A: 4是运用
牛痘免疫病毒疫苗接种家兔的皮肤组织，将经过免

疫和炎性反应所产生的非蛋白性生理活化物质为

成分，提纯精制而成，其药理作用独特。近来研究发

现神经妥乐平可促进因应激反应或感染等受到损

害的神经细胞修复，而对正常生物体几乎不产生任

何影响。最新研究发现，神经托平加入 25,/细胞培
养液中神经轴突生长迅速，细胞膜表面的微绒毛数

量亦明显增加，此作用与神经生长因子的神经活化

作用相似 6 " 7。体外实验表明大剂量的神经托平可以

抑制多巴胺能神经元凋亡，其机制可能是通过增加

一氧化碳合酶的合成而对氧化应激反应产生抑制

作用 6 B 7。

我们通过体内实验的研究表明，神经托平可以

通过抑制大鼠帕金森病模型极早期内黑质神经元

细胞凋亡，避免了投射至纹状体区多巴胺能神经递

质减少，阻止了帕金森病临床症状的产生。该作用

同剂量具有一定的相关性，在小剂量下无明显作

用，当剂量达到 #% C·DE F ,·G F ,时既可产生效果，

进一步增加剂量至 -! C·DE F ,·G F ,时效果更佳。

具体作用机制及最合适的应用剂量仍有待今后的

进一步探讨。本研究明确了神经托平对黑质多巴胺

能神经元凋亡的拮抗作用，为今后探讨该病的防治

提供了更为广阔的前景。
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